
บทที่ 3 

วธิดํีาเนนิการวจัิย 
 

งานวจัิยทําเพื่อศกึษาผลของวัสดุเพาะ เมล็ดธัญพืชชนิดตางๆ ตอผลผลิต และปริมาณ

สารคอรไดเซปนในเห็ดถั่งเชาสีทอง โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely พ

randomized design) ทําการเปรยีบเทยีบการเพาะเห็ดถั่งเชาสทีอง สายพันธุ CMRU1 ดวยเมล็ด

ธัญพืชที่แตกตางกัน 8 ชนิด (Treatments) แตละชนิด ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยหนึ่งหนวย

ทดลองใชอาหารเลี้ยงเช้ือเห็ด 4 กระบะ เมล็ดธัญพืชที่ใชในการทดลองมีดังนี้ ขาวกลอง ขาว

ขาว ขาวสังขหยด ขาวน้ํานม ขาวหอมมะลินิล ขาวฟาง ขาวมันปู และขาวเหลืองเกา จากนั้น

นําไปเช้ือเห็ดไปวางในหองบมเช้ือ ใชระยะเวลาในการเพาะ 70 วัน 

 

วธิกีารเตรยีมเชื้อเห็ด 

นําเช้ือเห็ดถั่งเชาสทีอง (Cordyceps militaris CMRU1) ที่เก็บใน Cryotube มาผานน้ําเปน

เวลา 5 นาที เพื่อใหกลเีซอรอลละลาย ใชเข็มเขี่ยเช้ือลนไฟเพื่อฆาเช้ือ รอใหเย็น เขี่ยเอาช้ินเห็ด

ถั่งเชาในกลเีซอรอลมาวางลงบนอาหารแข็งสําหรับเลี้ยงเช้ือพันธุ (SPYA) เมื่อเช้ือเห็ดเจริญเต็ม

จานเพาะแลว (14-21วัน) ใหตอเช้ือเห็ดจาก SPYA plate ลงในอาหารเหลว (ดูภาคผนวก) ที่นึ่ง

ฆาเช้ือแลว (บมเช้ือในที่มดื อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน) เขยาขวดอาหารเลี้ยงเช้ือ

ทุกๆ 2 ช่ัวโมง 

 

สูตรอาหารแข็งสําหรับเลี้ยงเชื้อพันธุ (SPYA) pH = 6.5 

Potato extract   1000 ml 

Peptone  5 g/L 

Yeast extract  5 g/L 

Vitamin B1  100 mg/L 

Dextrose  10 g/L 

Agar   10 g/L 

Sucrose   5 g/L 
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สูตรอาหารเหลว CMRU-L2 (Liquid medium for optimization) 

(Volume 1000 ml Buffer pH 6.5–7.0) 

Potato extract  1000 ml 

Peptone  5 g/L 

Yeast extract  5 g/L 

Vitamin B1  100 mg/L 

Dextrose  5 g/L 

FeSO4 .7H2O  0.002 g/L 

Sucrose   5 g/L 

KH2PO4   0.5 g/L 

K2HPO4   0.5 g/L 

MgSO4 .7H2O  0.5 g/L 
 

สูตรอาหารแข็ง CMRU-1 

สารละลาย 

น้ําตมมันฝร่ัง (200 g)    1000 ml 

กลูโคส (Glucose)    10 g/L 

เปปโตน (Peptone)    10 g/L 

ดเีกลอื      0.5 g/L 

ปุยสูตร 0-52-34    1 g/L 

ผงดักแดไหม     30 g/L 

วติามนิบ ี1 (Vitamin B1)    200 mg/L 

วัสดุเพาะ 

เมล็ดธัญพชื     80 g/กระบะ 
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ข้ันตอนการเตรยีมอาหาร 

1.  ลางมันฝร่ังและขาวโพดฟกออนใหสะอาด ปอกเปลอืกมันฝร่ัง ห่ันตามขวางประมาณ 200 g 

ตมในน้ํากลั่น 1000 ml 

2.  ช่ังสารทั้งหมดแลวนํามาละลายในน้ํามันฝร่ังสกัด เติมสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด 

ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต 70 ml/L น้ําสมสายชู 15 ml/L ปรับปริมาตร 1000 ml และคา

ความเปนกรด-ดาง 7.0 

3.  ช่ังวัสดุเพาะ 80 กรัม ลงในกระบะขนาด 17 x 17 เซนติเมตร เทสารละลายลงไปใน

อัตราสวน 1 : 1 แชทิ้งไว 30 นาที 

4.  นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความรอนที่อุณหภูม ิ100 องศาเซลเซยีส นาน 3 ช่ัวโมง นํามาพักทิ้งไว 

1 คนื หรือ 12 ช่ัวโมง 

 

ข้ันตอนการลงเชื้อและการบมเชื้อ 

1.  สเปรยแอลกอฮอลฆาเช้ือในตูเขี่ยเช้ือ และอุปกรณที่เกี่ยวของ+เช็ดใหแหง เปดหลอดยูวีเพื่อ

ฆาเช้ือนาน 30 นาที 

2.  เขยาขวดหัวเช้ือเหลวกอนนํามาใช ทําการหยอดเช้ือเห็ดถั่งเชาสีทองลงไปประมาณ 20 ml 

ใหกระจายทั่วกระบะเพาะ 

3.  ทําการบม แบงเปน 3 ระยะ 

3.1 ระยะการเจริญของเสนใย บมเช้ือในที่มืด อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปน

เวลานาน 2 สัปดาห 

3.2 ระยะเริ่มออกดอก เจาะรูถุงพลาสติกโดยใชเข็มเจาะประมาณ 20 รูตอกระบะ เพื่อ

ระบายอากาศแกเช้ือเห็ด ใหแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูม ิ17-21 องศาเซลเซยีส 

3.3  ระยะการเจรญิเตบิโตของดอก เมื่อถั่งเชาสทีองมีดอกยาวขนาด 1 cm ปรับเปนใหแสง 

12 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูม ิ17-21 องศาเซลเซยีส 

4.  สเปรยไฮโดรเจนเพอรออกไซด 3 เปอรเซ็นต ในหองเพาะเลี้ยงทุกวัน วันละ 1 ครั้ง กรณี

เสนใยเดินเต็มแตไมเกิดตุมดอก ใหเตรียมสารละลายตามขอ 4 นําไปนึ่งฆาเช้ือ แลวนํามา

สเปรยลงในกระบะเพาะ (ทําในตูเขี่ยเช้ือ) 
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ข้ันตอนการเก็บเกี่ยวผลผลติ 

1.  สเปรยแอลกอฮอลฆาเช้ือบริเวณที่จะทําการเก็บเกี่ยวเห็ดถั่งเชาสีทอง และอุปกรณที่

เกี่ยวของ+เช็ดใหแหง 

2.  ทําการแกะถุงพลาสติกที่หุมกระบะเพาะออกดวยความระมัดระวัง และใชชอนแคะผลผลิต

ออกมาทัง้ช้ินจากกระบะ แลววางลงบนภาชนะที่สะอาด 

3.  ใชปากคบีที่เช็ดทําความสะอาดแลวคอยๆ ดึงกานเห็ดถั่งเชาสีทองออกมาวางเรียงในถาดที

ละกานดวยความระมัดระวัง และควรดึงกานเห็ดถั่งเชาสีทองใหถึงโคนตนหรือใหอยูใน

สภาพสมบูรณ 

4.  ทําการแยกวัสดุเพาะที่เหลือจากการเก็บเกี่ยวกานเห็ดถั่งเชาสีทองออกวางลงในถาดที่ทํา

ความสะอาดเรยีบรอยแลว 

5.  ทําการอบเห็ดและวัสดุเพาะเห็ดถั่งเชาสีทอง ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยกานเห็ดถั่ง

เชาสทีองใชเวลาในการอบ 12 ช่ัวโมง และวัสดุเพาะเห็ดถั่งเชาสีทองใชระยะเวลาในการอบ

นาน 15 ช่ัวโมง เพื่อใหมคีวามช้ืนไมเกนิ 10-13 เปอรเซ็นต 

6.  หลังจากนําออกจากตูอบแลวใหเก็บผลผลิตไวในภาชนะที่สามารถปองกันความช้ืนไดหรือ

เก็บไวในบรรจุภัณฑภายใตสภาพสญุญากาศ 

7.  เก็บผลผลิตไวที่อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปใชประโยชนหรือเพื่อการวิเคราะห

อื่นๆ ตอไป 

 

การวัดปรมิาณคอรไดเซปน 

การวัดปริมาณสารคอรไดเซปนทําไดโดยวิธีทดสอบของ Huang et al. (2009) ดอก

เห็ดถั่งเชาสีทองอบแหงถูกนํามาบดใหละเอียด (ขนาด 50 เมช) นําไปใสในไนโตรเจนเหลว 

จากนั้นนําผงเห็ดถั่งเชาสีทอง 1 กรัม ไปผสมกับ 10 มิลลิลิตร เมทานอล/น้ํา (50/50, V/V) ใน

หลอดสําหรับปนเหวี่ยงขนาด 50 มลิลลิติร จากนั้นนําไปสกัดสารคอรไดเซปน โดยใชเครื่องอัล

ตราโซนิกที่กําลัง 75 วัตต หลังจากปนเหวี่ยงแลว ใหทําซ้ําอีก 2 ครั้ง ของเหลวที่อยูดานบนที่

ไดจากการปนเหวี่ยง 3 ครั้งถูกผสมเขาดวยกันแลววัดปริมาตร จากนั้นทําการกรองผานเยื่อ

กรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนทําการวิเคราะหสารคอรไดเซปนดวยเครื่อง High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
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การบันทกึขอมูล 

1.  น้ําหนักเห็ดสดเฉลี่ยตอกระบะ (กรัม) 

2.  น้ําหนักเห็ดแหงเฉลี่ยตอกระบะ (กรัม) 

3.  ปรมิาณสารคอรไดเซปน (มลิลกิรัมตอกโิลกรัม) 

 

สถานท่ีทําการทดลอง 

คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม ตําบลสะลวง อําเภอแมริม 

จังหวัดเชียงใหม 

 

ระยะเวลาในการทดลอง 

ธันวาคม 2554 ถงึ พฤษภาคม 2556 

 

การวเิคราะหขอมูล 

วิเคราะหความแปรปรวนของขอมูลโดยใชโปรแกรมสถิติสําเร็จรูป และเปรียบความ

แตกตางของคาเฉลีย่โดยวธิ ีDuncan’s new multiple rang test 

 

  




